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Patentanspriiche . 

1 • / Kallikrein-Trypsin-Inhil>itor-Derivate (BPTI-Derivate) , 
dadurch gekennzeichnet r daB sie 

a) an der terminalen Aminogruppe und/oder an 
einer, an mehreren oder an alien vier t -Amino- 
gruppe (n) der Lysinreste reversible Aminoschutz- 
gruppen aufweisen und 

b) an den fl-Carboxylgruppen des AsparaginsSure^ 
den ^ -Carboxylgruppen der GlutamiersMure sowie an 
der Carboxylgruppe am terminalen Alanin-58 
iiber eine Carbonamidbindung Reste der Formeln 



r1 

-N-(CH2)jj-X-(CH2) j^-X-N (D 

H 



r1 

-N-(CH2)n-X-(CH2)n-X-OH (II) 

und 



NH 

-C^ (III) 




-NH ^NHj 

tragen, in denen 
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far -CHj-; CH-(CH2)jj-CH3 7 -C- ; -NH ; -S- ; 
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BPTI-Derivate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB die terminals Aminogruppe und die t -Aminogruppe 
der Lysinreste durch tert.-Butyloxycarbonyl-/ Carbo- 
benzoxy-r N-Formyl-, N-Trif luoracetyl-, N-Phthalyl- 
reste oder Schiff schen Basen von Tricarbonylver- 
bindungen geschUtzt sind. 

BPTI-Derlvate nach Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Lysinreste durch Reaktion mit 
0-Methylisoharnstoff oder s-Methylisothioharnstof f 
modifiziert sind. 

BPTI-Derivate nach den Anspriichen 1 bis 3/ in denen 
der Lysin-15 Rest durch reversible Aminoschutz- 
gruppen geschiitzt ist. 

BPTI-Derivate nach den Anspriichen 1 bis 4, adsor- 
biert an Kationenaustauscher oder kovalent Uber 
die Reste der Formeln I, II und III an unlSsliche 
TrSger gebunden. 

BPTI-Derivate nach den Anspriichen 1 bis 4, adsor- 
biert an Kationenaustauscher und quervernetzt . 

BPTI-Derivate nach den AnsprUchen 1 bis 4, kovalent 
Uber die Reste der Formeln I, II und III an 
Sepharose [^^ der Firma Pharmacia Fine Chemicals, 
Upsala, Schweden oder an Cellulose oder deren 
Derivate gebunden. 
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Aminoschutzgruppenfreie BPTI-Derivate nach den 
Ansprilchen 5 bis 7. 

Verfahren zur Herstellung von trSgergebundenen 
BPTI-Derivaten, dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) die terminale Aminogruppe und/oder eine, 
mehrere oder alle G-itolnogruppe (n) der 
Lysinreste durch itoinoschutzgruppen schiltzt, 

b) die 6-Carboxylgruppen der AsparaginsSure , die 

.wcarboxylgruppen der Glutaminsaure sowie die 
Carboxylgruppe am terminalen Alan in- 5 8 -Rest 
mit nucleophilen Diaminen oder Aminoalkoholen 
umsetz't , 

c) die Reaktionsprodukte an Reaktionenaustauscher 
adsorbiert und gegebenenfails mit bifunktionellen 
Verbindungen quervernetzt oder die Reaktions- 
produkte Ober die nucleophilen Triaminreste oder 
Aminoalkoholreste kovalent an TrSger bindet 

und I 

d) die reversiblen Aminoschutzreste abspaltet. 

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB man die 6-Carboxygruppen der AsparaginsSure , 
die V-Carboxylgruppe am terminalen Alanin-58- 
Rest mit nucleophilen Diaminen in Gegenwart von 
Carbodiimiden umsetzt. 
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Verfahren zur Herstellung von trSgergebundenen 
BPTI-Derivaten, dadurch gekennzeichnet , daB man 
einen Aminogruppen- Oder Hydroxygruppen-haltigen 
TrSger umsetzt mit nucleophilen Diaminen oder 
Aiiiinoalkoholen der in Anspruch 1 angegebenen 
Formeln, den so modif izierten TrSger mit BPTI , 
dessen terminale Aminogruppen und/oder <f -Amino- 
gruppen der Lysin-Reste ganz oder teilweise durch 
Aminoschutzgruppen geschUtzt sind, Uber Carbon- 
amidbindungen verknupft und anschlieflend die 
Schutzgruppen abspaltet. 

2. Verwendung von aminoschutzgruppenf reien , trSger- 
adsorbierten oder trSgergebundenen BPTI-Derivaten 
nach Anspruch 1 zur af f initStschromatographischen 
Reinigung der Enzyme Trypsin, Chymotrypsin und 
Kallikrein. 
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BAYER AKTIENGESELLSCHAFT 5090 Leverkusen, Bayerwerk 

Zentralbereich 

Patente, Marken und Lizenzen Ad-by-c Sep. 1981 



Kallikrein-TrypsJLn -Inhibitor- (BPTI ) -Derivate / trSger- 
gebundene BPTI -Derivate, ihre Herstellung und ihre Ver- 
wendxang zur Herstellung der reinen Enzyme Trypsin, Chymotryp- 
sin und Kallikrein 



Die Erfindung betrifft Kallikrein-Trypsin-Inhibitor 
(basic pancreatic trypsin inhibitor/Kunitz-BPTI) - 
Derivate, trSgergebundene BPTI-Derivate , ihre Her- 
stellung und ihre Verwendung zur af f initatschromato- 
graphischen Reinigung der Enzyme Trypsin, Chymotrypsiii 
und Kallikrein, 

Die proteolytischen Enzyme Trypsin (EC 3.4.4.4.), 
Chymotrpysin A (EC 3.4.4.5.), Chymotrypsin B (EC 3.4.4.6.) 
und Kallikrein (EC 3.4.4.21.) werden aus tierischen 
Organen von Schwein und Rind, bevorzugt aus dem Pank- 
reasorgan der genannten Tiere gewonnen. 

Die Enzyme Trypsin, Chymotrypsin und Kallikrein werden 
fur medizinische Zwecke eingesetzt. Trypsin und Chymo- 
trypsin konnen nach der DE-OS 2 432 518 in trSgergebun- 
dener Form als Fibrin-losende Arzneimittel verwendet 
werden. Chymotrpysin findet ferner Einsatz in der 
Opht:ialmologie zur AblOsung der Augenlinse bei Augen- 
operationen . 
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Beide Enzyme werden auSerdem als analytische Reagenzien 
benutz.t . 

Das Enzym Kallikrein hat zahlreiche medizinische An- 
wendungsgeb iete . 

Kallikrein wird wegen seiner vasodilator ischen Eigen- 
schaften vor allem bei peripheren DurchblutungsstSrungen 
verwendet, z.B. bei Auftreten von Endangiitis obliterans. 
Arteriosclerosis obliterans und Morbus Raynaud sowie bei 
Briichen und Wunden, z.B. dem Sudeck Syndrom, Verbrennunge 
sowie bei altersbedingten DurchblutungsstSrungen . 

Fiir die vorgenannten Verwendungszwecke werden sehr 
reine Enzyme bendtigt. 

Die Enzyme Trypsin und Chymotrypsin kOnnen bekanntlich 
nach der Vorschrift von M. Kunitz und J.H. Northrop, 
J. Gen. Physiol. 19. (1936), 91 ff. durch Kristalli- 
sation der inaktiven Zymogene mit anschlie Bender Akti- 
vierung sowie durch lonenaustauscherchromatographie 
gewonnen werden. 

Die genannten Yerfahren sind jedoch unspezifisch und 
in der technischen AusfUhrung sehr aufwendig. 

Das Enzym Kallikrein wurde bereits in einheitlicher 
Form aus vorgereinigten Extrakten des Schweinepankreas 
durch Chromatbgraphie an louenaustauschersSulen er- 
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halten (C. Kutzbach und G. Schmidt-KsKstner ^ Hoppe- 
Seyler's Z. Physiol. Chem. , 353 (1972^ 1099-1106, 
DE-OS 2 154 556 und DE-OS 2 154 557). 

Es slnd jedoch ausgehend vom Organextrakt Ihsgesamt 
5 5 Schritte zur Gewinnung des reinen Enzyms Kallikrein 
notwendig. 

Aus wirtschaf tlichen Erwagungen ist die in einem Iso- 
lierungsschritt verlaufende Gewinnung der Enzyme Trypsin, 
Chymotrpysin und kallikrein mittels tragergebundener * ! 
10 Inhibitoren Oder Enzyme (Af f initStschromatographie) den 
auf mehr Oder weniger unspezif ischen Wechselwirkungen 
beruhenden lonenaustauscberschritten viberlegen. 

In der Literatur ist bereits eine Vielzahl von affini- 
tat schromatograph ischen, Verfahren zur einhe it lichen 
15 Herstellung der proteolytischen Enzyme Trpysin, 
Chymotrypsin und Kallikrein beschrieben worden. 

Ein Teil der af f initatschromatographischen Verfahren 
geht von der Immobilisierung des Kallikrein-Trypsin- 
Inhibitors (BPTI) aus, der mit den proteolytischen 
20 Enzymen Trypsin, Chymotrypsin, Kallikrein und Plasmin 
in AbhSngigkeit des angewandten pH Wertes reversibel 
einen Enzym-Inhibitor-Komplex bildet. 

Der BPTI ist aufgrund seiner pH-, thermischen, proteoly- 
tischen und LSsungsmittel-Stabilitat (B. Kasse 11, Methods 
25 ir Enzymology 19.(1970), 844-852) verglichen mit anderen 
polyvalenten Inhibitoren, wie z.B. dem Soya-Bohnen- 
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Trypsin-Inhibitor, besonders zur Isolierung der proteoly- 
tischen Enzyme aus Organextrakten geeignet. Durch die 
Bildung an den BPTI ist das proteolytische Enzym weit- 
gehend vor einer Inaktivierung geschiitzt. 

Der BPTI ist e±n aus Rinderorganen gewonnenes Polypeptid 
mit. 58 Atninosauren bekannter PrimSrstruktur . U.a. wegen 
seines hohen Preises sollte der BPTI zur Aff initats- 
chromatographie von Trypsin, Chymotrypsin und Kallikrein 
in einer mSglichst bindungsaktiven Form immobilisiert 
we r den . 

Aus der R5ntgenstrvakturanalyse der kristallisierten 
Enzym-Inhibitor-Komplexe sind die an der Komplex- 
bildung mit proteolytischen Enzymen beteiligten Amino- 
saurereste des BPTI bekannt. Essentiell fiir die Kom- 
plexbildung ist im BPTI vor allem der Lysin 15-Rest. 
AuBerdem sind zur Bindung von Proteasen die Cystein 
14- und Cystein 38-Reste, der Alanin 16-Rest sowie 
die basischen Arginin 17- und Arginin 39-Reste des 
BPTI notwendig . 

Besonders wichtig fUr die Komplexbildung mit proteoly- 
tischen Enzymen auf seiten des BPTI ist der Lysin 15- 
Rest, dessen chemische Modif izierung mit Bernstein- 
sSure- und Maleinsaureanhydrid zu inaktivem Penta- 
Succinyl- und Penta-maleoyl-BPTI fUhrt. Wird dagegen 
der Trypsin-BPTI-Komplex in gleicher Weise modifi- 
ziert, so entsteht der hemmaktive Tetrasuccinyl- 
inhibitor (N o^-Arg^, N ^ Lysin^^ , N ^ -^ysin und 
N ^ -Lysin^^) . 
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Ebenfalls hexnmaktiv sind die nach gleichem Schema her- 
gestellten Tetramaleoyl-Inhibitoren, Tetramaleoyl ( 1 5- 
Homoarginin)-lnhibitoren und der Tetramaleoyl (15-N - 
carbamyD-Lysin-Inhibitor (H. Fritz, H. Schult, R. Meister 
5 und E. Werle, Hoppe-Seyler ' s Z. Physiol. Chem. 350 (1969), 
1531-1540) . 

Weitere Inforinatlonen iiber die an der Kcmplexblldung be- 
teiligten Aminosaurereste vmrden aus der Quervernetzung 
des Trypsin-BPTI-Komplexes mit Dimethyladipimat erhalten. 

10 Die bisher bekanntgewordeneri Ergebnisse besagen, daB der. 
BPTI zur Affinitatschromatographie mSglichst so immobi- 
lisiert werden sollte, daB das hemmaktive Zentrum mit 
dem Lysin 15-Rest fur das proteolytische Enzym sterisch 
frei zugSnglich sein sollte. Die TrSgerf ixierung von Pro- 

15 teinen mit Lysinresten im aktiven Zentrum ist jedoch 

ein generelles Problem der Proteinchemie , ffir das bisher 
noch keine bef riedigende LiSsung gefunden werden konnte. 

Die erhaltenen Ergebnisse sind sinngemSB auf Proteine 
(Enzyme und Enzyminhibitoren) ubertragbar, die einen' 
20 Lysinrest im sogenannten aktiven Zentrum aufweisen. 

Die uberwiegende Anzahl der bisher bekanntgewordenen 
Kupplungsmethoden ftir Proteine ist auf die Pixierung 
der Proteine iiber die Lysin-Seitenketten ausgerichtet. 
Zur Immobilisierung von Polypeptiden sind von den 
25 natttrlichei in Proteinen. vorkommenden AminosSuren auBer 
den Lysinresten nich Cystein- und Tyrosin-Reste be- 
fahigt. 
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Der BPTI enthSlt jedoch keine Cysteinreste . Cystein- 
reste sind im BPTL-Molekul lediglich in oxydierter 
Form als drei. Cystinbrticken vorhanden. Die drei Cystin- 
bracken kSnnen jedoch nicht vollstSnd-ig ohne Aktivi- 

5 tatsverlust des BPTX zu Cysteinresten reduziert werden. 
Andererseits ftihrt die limnobilisierung von Proteinen 
Uber die Tyrosinreste bekanntermaBen nur zu einer sehr 
geringen gebundenen Proteinmenge. Beide altematlven 
Bnmobilisierungsinoglichkeiten konunen daher ftir den BPTI 

10 nicht in Betracht. 

Bisher warden zahlreiche Versuche unternommen , den BPTI 
kovalent an unl«5sliche TrSger zu binden. 

Der BPTI wurde nach D.A. Johnson und J. Travis, Anal. 
Biochem. 72 (1976), 573-576, G.J. Baugh und J. Travxs, 
15 Biochemistry H (1976), 836-841, R. Geiger, W. Stuck- 
stedte und H. Fritz, Hoppe-Seyler ' s Z. Physiol. Chem. 
361 (1980), 1003-1016 sowie nach der DE-OS 2 363 201 
an mit Bromcyan aktivierte hydroxy Igruppenhaltige 
Trager kovalent gebunden und zur Af f initatschromato- 
20 graphie von proteolytischen Enzymen eingesetzt. 

Ferner ist die kovalente Bindung des BPTI an Anhydrid- 
harze nach DE-OS 1 768 934 und H. Fritz, B. Brey, 
A. Schmal und E. Werle, Hoppe-Seyler ' s Z. Physiol. 
Chem. 350 (1969), 617-625 sowie die kovalente Bin- 
25 dung des BPTX mittels wasserloslicher Carbodiimide an 

Carboxylgruppen tragende Sepharose 4 B nach G. R. Geiger, 
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R. Mann und T. Bettels, J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 
15 , (1977) r 479-483, O. Ole-Mol Yoi, J- Spragg und 
K.F. Austen, J. Immunol. 121 (1978), 66-71, N.B. Oza 
und R. W. Ryan, Biochem. J. 171 (1978), 285-288, 
5 N.B. Oza, V.M. Amin, R.K. McGregor, A.G. Scidi und 

D.A. Carretero, Biochem. Pharmacol. Z5, (1976), 
1607-1612, zum Zwecke der Af f initatschromatographie 
bekanntgeworden . 

Von den vorher. genannten Kupplungsverf ahren fiir den BPTI 
10 ist bekannt, daB die Lysinreste des BPTI mit dem aktivier- 
ten TrSger zu einera kovalenten BPTI -Der ivate reagieren. 
Diese BPTI-Trager besitzen nur eine geringe KapazitSt 
ftir die proteolytischen Enzyme, da bevorzugt der Lysin 
15-Rest des BPTI mit dem aktivierten Trager reagiert. 

15 Es wurden in Kenntnis dieses Problems auch Versuche 
unternommen, den Lysin 15-Rest des BPTI zu modifi- 
zieren sowie durch Komplexbildung mit einem proteoly- 
tischen Enzym wahrend der Kupplung des BPTI an poly- 
mere aktivierte Trager selektiv zu schtitzen und damit 

20 eine kovalente Bindung des BPTI iiber cuidere Amino - 

saureseitenketten als den Lysin 15-Rest zu erreichen. 

So modif izierten B. Kassell und R.B. Chow, Biochemistry 
5^ (1966), 3449-3453, J. Chauvet \md R. Acher, Biochem. 
Biophys. Res. Commun 27 (1967), 230-255, R. Haynes, 
25 D.T. Otsuga und R.E. Feeney, Biochemistry 2 (19^8) 

2879-2385, G.r Means und R.E. Feeney, Chemical Modifi- 
cation of Proteins (1971), 93-95, Holden Day Inc., 
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San Francisco, die Lysinwerte des BPTI, insbesondere 
den Lysin 15-Rest, durch Guanidierung mit O- oder S- 
Methylisoharnstoff zu Homoargininresten . Der 15, 26, 
41, 46-Tetrahonioarginin-BPTI besitzt die Hemmaktivitat 
des BPTI. 

Die kovalente Bindung des BPTI -Der ivates nach der Brom- 
cyan- und Anhydrid-Methode kann jedoch nur noch Ober 
die .2^-Aminogruppe des N-terminalen Arginin-Restes er- 
folgen. Die Kupplving des BPTI -Der ivates iiber eine 
einzige kovalente Bindung an den polymeren TrSger fiihrt 
jedoch zu BPTI-TrSgern vergleichsweise geringer Sta- 
bilitat. 

R, S. Temler und J. H. R. KSgi, Enzyme 22 (1977), 249-255, 
versuchten auBerdem wMhrend der Kupplung des BPTI an 
polymere TrSger durch Komplexbildung des BPTI mit einem 
proteolytischen Enzym den Lysin 15-Rest des BPTI selektiv 
zu schUtzen. Das genannte Verfahren ist jedoch technisch 
nicht durchf iihrbar . 

Die technisch be senders einfach durchf iihrbare Adsorption 
von Proteinen mit anschlieBender Quervernetzung mittels 
bifunktioneller Reagenzien wurde fUr den BPTI bisher 
iiberhaupt nicht beschrieben. 

Die Verwendung der Adsorptions-/Quervemetzungsme-dhode 
ist technisch be senders geeignet- zur Herstellung von 
Biokatalysatoren . 
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Bekannt geworden ist bisher lediglich die Herstel.lung 
loslicher Polymere des BPTI und ihre Verwendung als 
Arzneimittel nach der DE-OS 2 258 495. 

5 Die Quervernetzung von Proteinen mit bifunktionellen 

Reagenzien, wie z.B. Glutardialdehyd oder Glyoxal, er- 
folgt durch Reaktion mit den Lysinresten des Proteins 
(F. Wold, Methods in Enzymology JM_, 617 ff.). 

Bei Verwendung des BPTI ftir diese Xnunobilisierungs- 
10 methode ist daher wiederum eine Inaktivierung des 
BPTI durch bevorzugte Reaktion des Lysin 15-Restes 
zu erwarten . 

Es wurde gefunden, daB Derivate des BPTI, deren 

-Aminogruppen der Lysinreste, besonders des Lysin 
15-Restes, reversibel geschiitzt sind und die durch 
chemische Modif ikation von Aminosaureresten neu ein- 
gefiihrte Amino- oder Hydroxylgruppen enthalten, nach 
kovalenter oder adsorptiver Bindung mit anschlieBen- 
der Quervernetzung durch bif unktionelle Reagenzien, 
20 BPTI-Trager zur Af f initStschromatographie von Trypsin, 
Chymotrypsin und Kallikrein ergeben, die den bisher 
beschriebenen BPTI-TrSgern an Kapazitat ftir das 
proteolytische Enzym liberlegen sind. 

Gegenstand der Erf indung sind daher Kallikrein-Trypsin- 
25 inhibitor-Derivate (BPTI-Derivate) , die 



Le A 21 150 



3135 



an der terminalen Aminogruppe und/oder an einer, 
an mehreren oder an alien vier £ -Aminogruppe (n) 
der Lysinreste reversible Aminoschutzgruppen auf- 
weisen und 

an den 6-Carboxylgruppen des AsparaginsSure , den 
T'-Carboxylgruppen der Glutaminsaure sowie an der 
Carboxylgruppe am terminalen Alanin-58 fiber eine 
Carbonamidblndung Reste der Formeln 




-N- (CH2) n-X- (CHj) n-X-N 



(I) 



H 




-N- (CHj) n-X- (CH2) n-X-OH 



(II) 



und 




(III) 
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Weiterer Gegenstand der Erfindung sind erf indungsgemaBe 
BPTI-Derivate adsorblert an Kationenaustauscher oder 
kovalent Uber die Reste der Formeln I, II und III an 
unlSsliche TrSger gebunden sowie die erf indungsgemSBen 
5 BPTI-Derivate adsorbiert an Kationenaustauscher und 
quervernetzt . 

Die technischen Vorteile der BPTI-TrSger sind Verwendung 
von weniger BPTI , konzentrierte Elution des proteoly- 
tischen Enzyms vom BPTI-Trager und aufgrund der geringeren 
10 immobilisierten BPTI-Menge geringe unspezif ische Wechsel- 
wirkungen mit Proteinen. 

Die neuen BPTI-Derivat-TrSger kSnnen im Batch oder 
als Failmaterial einer SSule zur Af f initStschromato- 
graphie von Trypsin, Chymotrypsin und Kallikrein ein- 
15 gesetzt werden. Im letzteren Pall kann das Verf ahren 
automatisiert werden. 

Bin weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Art der 
Herstellung der neuen BPTI-Derivate. Bisher wurden 
BPTI-Derivate ausschlieBlich durch Reaktion des ge- 

20 ISsten BPTI hergestellt. Werden die BPTI-Derivate 

durch mehrfache chemische Modif izierung hergestellt, 
so miissen zwischen jedem Reaktionsschritt die Uber- 
schussigen Reagenzien vom BPTI-Derivat abgetrennt wer- 
den. Wegen des sehr basischen Charakters und des 

25 niedrigen Molekulargewichtes des BPTI bereitet dieser 

vorgang durch Gelchromatographie oder Dialyse technische 
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Schwierigkeiten. In jedem Faile muB die BPTI-Derivat- 
Losung nach jedeiu Modif izierungsschritt wieder konzen- 
triert werden. 

Erf indungsgemaB lassen. sich BPTI-Derivate in technisch 
^ einfacher Weise nach Adsorption des BPTI an unlfisliche 

Copolymer isate aus Styrol und Divinylbenzol nach der 
DE-OS 2 116 377 herstellen. Oberraschenderweise kann 
der adsorbierte BPTI in gleicher Weise chemisch modi- 
fiziert werden wie der gelSste BPTI. Mit dem adsor- 
10 bierten BPTI kbnnen nacheinander Sequenzen von chemischen 
Modif izierungen durchgefiihrt werden, ohne daB nach 
jedem Modif izierungsschritt eine Isolierung des BPTI- 
Derivates erforderlich ist. 

Das weiter unten nSher beschriebene erf indungsgemaB e 
15 Verfahren zur Herstellung von BPTI -Der iva ten wird 

gegeniiber der Reaktion in Losung umso vorteilhaf ter , 
je mehr Modif izierungsschritte am BPTI-Molekul aus- 
gefUhrt werden. Geeignete Trager fUr den BPTI sind die 
in der DE-OS 2 116 377 beschriebenen Copolymerisate 
20 sowie die als Amberlite XAD 2 bi-s 12 im Handel befind- 
lichen Adsorptionsharze der Firma R5hm und Haas, 
Philadelphia, USA. 

Die Modif izierungsreaktion am adsorbierten BPTI-Mole- 
kul ist in wSBriger LOsung bei pH-Werten von 2-12 durch- 
25 zufUhren. Bei Verwendung organischer LOsungsmittel zur 
BPTI-Derivatherstttllung muB die Reaktionsl5sung durch 
Zusatz von Wasser Oder waBriger SalzlOsung soweit ver- 
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diinnt werden, daB das BPTI-Derivat am Trager adsorbiert 
bleibt. Das fertige BPTI-Derivat bzw. BPTI-Derivat- 
Zwischenstuf en konnen zur OberprUfung der Reinheit 
mit LGsungsmitteln, wie z.B. Methanol, Ethanol/ Iso- 
propanol oder Shnlichen LOsungsmitteln/ in salzfreier 
Form eluiert werden. 

Zur Verwendung als Arzneimittel wurden bereits Derivate 
des BPTI u.a. durch Anftigen von AminosSureestern an die 
Carboxylenden des BPTI hergestellt (US-PS 3 953 41 7 r 
US-PS 3 992 529, DE-OS 2 748 295, DE-OS 2 619 246, 
DE-OS 2 654 124, DE-OS 2 748 294, DE-OS 2 806 953, 
DE-OS 2 806 954) . Diese BPTI -Derivate sind jedoch 
fUr das beschriebene Af f initatschromatographieverf ahren 
nicht geeignet. 

Der Reaktionsablauf zur erf indungsgemafien Herstellung 
der aktiven, uniaslichen BPTI-Derivat-TrSgerharze kann 
durch die folgenden Schemata verdeutlicht werden, wo- 
bei man davon ausgeht, daB der Lysin 15-Rest geschutzt 
wird. 

Adsorption der BPTI-Derivate an Kationenaustauscher mit - 
an sch lie Bender Quervernetzung durch bifunktionelle 
Reagenzien 

1. EinfUhrung von (reversiblen) Aminoschutzgruppen in 
das BPTI-Molektil an der terminalen Aminogruppe und 
den vier Aminogruppen der Lysinreste, 
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2. Einfiihrung von Amino- und Hydroxylgruppen an den 
B-Carboxylgruppen von Asparaginsaure , sowie den 

^-Carboxylgruppen von Glutaminsaure und an den 
therminalen Alanin-SS-Restl 

3. Adsorption des geschiitzten BPTI-Derivates an Kat- 
ionenaustauscher / 

4. Vernetzung des adsorbierten^ geschtitzten BPTI- 
Derivates mit bif\inktionellen Reagenzien, 

5. Abspaltung der reversiblen Amino schutzgruppen. 

Kovalente Bindung der BPTI-Derivate an unlosliche 
Trager 

1. EinfOhren von (Reversiblen) Aminoschutzgruppen in 
das BPTI-Molekxil an der terminalen Arainogruppe 
und den vier Aminogruppen der Lysinreste 

2. EinfUhren von Amino-' und Hydroxylgruppen an den 
B-Carboxylgruppen von Asparagins^ure xind an den 

je^-Carbonylgruppen von GlutarsSure und der Carboxyl- 
gruppe des terminalen Alanin-58-Restes, 

3. kovalente Bindung der geschiitzten BPTX-Derivate 
iiber die neu in das BPTI-Molekfll eingefUhrten 
Amino- und Hydroxylgruppen, 

4. Abspaltung der revers ien ^.minoschutzgruppen . 
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Das erfindungsgemSBe Verfahren kann auch so durchgefUhrt 
werden, daB man elnen Aminogruppen- oder Hydroxylgruppen- 
haltigen TrSger umsetzt mit nucleophilen Diaminen oder 
Aminoalkoholen der in Anspruch 1 angegebenen Formeln, 
5 den so modif izierten TrSger mit BPTI, dessen terminale 

Aminogruppen und/oder =Aminogruppen der Lysin-Reste ganz 
Oder teilweise durch Aminoschutzgruppen geschUtzt slnd, 
iiber Carbonamidbindungen einknUpft und anschlieBend die 
Schutzgruppen abspaltet. 

10 Eine dauerhafte Modif izierung der Lysinreste des BPTI 

zu Homoarginin-Resten wird durch Reaktion mit 0-Methyl- 
isoharnstoff und S-Methylisothioharnstof f erreicht 
(R. Acher, J. Chauvet, R. Arnon und M. Sela, Eur. J. 
Biochem. 3 (1968), 476-482, B. Kassell et al. Bio- 

15 chemistry 5 (1963), 3449-3453) erzielt. 

Als reversible Schutzgruppen fGrJl'- und i: -Aminogruppen 
kSnnen die aus der Peptidchemie bekannten, leicht ab- 
spaltbaren tert. Butyloxycarbonyl-, Carbobenzoxy- , N- 
Formyl-, N-Trif luorantyl- oder N-Phthalyl-Reste sowie 

20 Schiff 'sche Basen mit Dicarbonylverbindungen, wie z.B. 
Acetylaceton, Acetessigester und o-Hydroxybenzaldehyd, 
dienen (E. Dane und Mitarbeiter, Angewandte Chemie 74 
(1962), 874, J. C. Sheehan und V. G. Grenda, J. Amer. 
Chem. Soc. 84 (1962), 2417) und ftir Benzyldehyd 

25 (M. Bergmann, H. Pusslin und L. Zervas. Ber. dtsch. 
chem. Ges. 53 (1925), 1043). Die Abspaltung der ge- 
nannten Schutzgruppen erfolgt in alkalischer wSBriger 
LSsving vorzugsweise in Gegenwart tert. A'..ine. 
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Durch Reaktion der Diamine mit bif unktionellen Reagen- 
zien, wie z.B. mit Glutardialdehyd und nochmalige Urn- 
setzung mit Diaminr konnen palyaminhaltige BPTI-Derivate 
hergestellt warden. 

5 Die Umsetzung von BPTI rait Carbodiimiden und nucleo- 

philen Aminoverb'indungen wird vorzugsweise bei pH- 
Werten zwischen 3 und 1 1 , insbesondere zwischen pH 4 
und pH 8 in wafiriger LOsung, die jedoch auch organische 
Lasungsmittel und/oder Salze und/oder Denaturierungs- 

10 mittel enthalten kann, durchgef lihrt . Als gegebenenf alls 
zusetzbare organische Losungsmittel seien vorzugsweise 
genannt: Dimethylf ormamid, Dimethylsulf oxid, Hexa- 
methylphosphorsSuretriamid/ Pyridin, D ime thy lace tamid. 
Als Salze seien genannt: LiCl, NaCl tind als Denaturie- 

15 rungsmittel: Guanidin-Hydrochlorid, Harnstoff. 

Als Carbodiimide konnen bei der erf indungsgeraaBen Um- 
setzung zur Herstellung der erf indungsgemSBen Verbin- 
dungen eine Reihe von organischen Carbodiimiden einge- 
setzt werden, insbesondere folgende Carbodiimide haben 

20 sich als fUr die Durchftthrung des erf indungsgemaflen 

Verfahrens besonders geeignet herausgestellt : Dicyclo- 
hexylcarbodiimid / N-Cyclohexy 1-N ' -£2- { 4 -morphol inyl ) - 
ethyl7-carbodiimidmetho-toluol-4 -sulfonate. N-Ethyl-N ' - 
(3 -dime thy lamino -propyl) -carbodiimid-hydrochlorid , 

2 5 N-tert . -Bu tyl-N ' - ( 3 -dimethy lamino-propy 1 ) -carbodiimid / 
N-Cyclohexyl-N ' - (3-dime thy laminopropyl) -carbodiimid- 
hydrochlorid, N-Isopropyl-N ' - (3-dimethylaminopropyl) - 
carbodiimid-hydrochlorid, N-Cyclohexyl-N ' - (3-dimethyl- 
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aminopropyl) -carbodiimid-inetho-toluol-4-sulf onat , N ,N • - 
isopropyl-carbodiimid, N ,N ' -Di-para-tolyl-carbodiimid . 

Die erfindungsgemafie Umsetzung erfolgt bevorzugt bei 
Temperaturen zwischen -20 » und +50 »C, insbesondere 
5 O'C und 30 "C. 

pro Mol BPTI bzw. BPTI-Derivat werden 10-100 ml Mol 
vorzugsweise 10 bis 25 Mol, der nucleophilen Amino- 
verbindung eingesetzt. Bezogen auf die nucleophile 
Aininoverbindung wird das verwendete Carbodiimid im 
10 UnterschuB eingesetzt. 

Der Zusatz von 1 -Hydroxy-benzotriazol (W. Kflnig und R. 
Geiger, Chem. Berichte, 103 (1970), 788-798) oder N- 
Hydroxysuccinimid erh5ht die Ausbeute an BPTI-Polyamxd 
durch verhinderung der Bildung von N-Acylharnstof f en . 

15 Es bestehen aber auch Moglichkeiten zur Aktivierung 
der 5 carboxylgruppen von Boc-BPTI ohne Verwendung 
von Carbodiimiden (S.R.B. Woodward, R.A. Olofson und 
H. Meyer, Journal of Amer. Chemical Society, 83, 
(1961) 1010 ff.). Die Aktivierung der 5 Carboxyl- 
gruppen kann auch Uber ein gemischtes KohlensSure- 
anhydrid mit N-ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1 , 2-Dihydro- 
chinolin nach B. Belleau und G. Malick, Journal of 
American Chemical Society, 90 (1968), 1651 oder mit 
ChlorkohlensSureethylester erf olgen . 
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Bei den Ums.etzungen resultierende Gemische konnen 
gegebenenfalls nach an sich bekannten Verfahren, z.B^ 
durch Elektrophorese, Gelf iltration oder lonenaus- 
tauschchromatographie fraktioniert werden. 

5 Als TrSger fUr die kovalente Bindung der BPTI-Derivate 

kommen Hydroxyl- und Aminogruppen-haltige polymere 

(Ti) (R) 

Trager, wie z.B. Sepharose ^"^^ / Sephadex' der Firma 
Pharmacia Fine Chemicals / sowie Cellulose iind deren 
Derivate in Frage. Die Aktivierung der pdlymeren Trager 
10 erfolgt nach Literatur-bekannten Verfahren. 

Fiir die Adsorption der sauren BPTI-Derivate kommen 
Diaminoethyl-Gruppen-tragende hydroxylhaltige Poly- 
mere, wie z.B. DEAE-Cellulose , DEAE-Sephadex , 
DEAE-Sephacel und DEAE-Sepharose mit anschlieBen- 
15 der Quervernetzung durch Glutardialdehyd in Betracht. 

FUr die Adsorption der basischen BPTI-Derivate kommen 
Carboxymethyl-Gruppen-tragende hydroxylhaltige Poly- 
mere, wie z.B. CM-Cellulose, CM-Sephadex und CM- 
Sepharose , mit anschlieBender Quervernetzung durch 
20 Glutardialdehyd in Betracht. Die zur Isolierung von 
Trypsin, Chymo trypsin und Kallikrein benotigten 
Organextrakte werden nach an sich bekannten Verfahren 
hergestellt. 

Das zerkleinerte Organ, z.B. Pankreas vom Schwein fiir 
25 die Gewinnung von Trypsin und Kallikrein sowie Pankreas 
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vom Rind filr die Gewinnung von Chy mo trypsin^ wird mit 
organischen Losiingsmitteln , wie z.B. Trlchlorethylen, 
entfettet. Die waBrige Phase wird zur Gewinnung von 
Trypsin und Chymotrypsin auf einen pH-Wert von 1-2 
angesauert. Ausgef allenes Protein wird abgesaugt oder 
abzentrif ugiert . Vor dem Auftrag des Organextraktes 
auf den BPTI-Derivat-TrSger wird TrypsLnogen bei einem 
pH-Wert von 7-8 zu Trypsin aktiviert. 

Zur Af f initatschromatographie von Trypsin wird der 
Organex-trakt mit dem BPTI-Derivat-TrSger bei pH-Werten 
von 5-8 in Kontakt gebracht. Fremdproteine werden bei 
gleichen pH-Werten aus dem BPTI-Derivat-TrSger ausge- 
waschen und Trypsin bei pH-Werten von 1-2, z-B- mit 
0,1 N HCl, in reiner Form von BPTI-Derivat-Trager 
eluiert- 

Zur Gewinnung von reinem Chymotrypsin werden in gleicher 
Weise wie oben beschrieben Trypsin-f reie Organextrakte 
eingesetzt. Das Enzym Kallikrein kann ausschlieBlich 
aus Schweinepankreas gewonnen werden. 

Der Organextrakt wird wie folgt hergestellt: 
3,5 kg tief gef rorener Schweinepankreas wird in einem 
Fleischwolf zerkleinert. Zu dem Organbrei werden 7 Ltr. 
Leitungswasser zugefligt und der pH-Wert mit Essig- 
saure auf pH 4,8 eingestellt. Zur Entfettung werden 
3»5 Ltr- =5 kg Trichlorethylen zugegeben und eine 
Stunde bei 25**C gerOhrt . Es werde:i 1 kg Filterhilfs- 
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mittel zugefiigt und die Suspension 1 5 Minuten . geriihrt . 
Das Bindegewebe wird abgeschSpft und Reste iiber eine 
mit Kieselgur belegte Filterpresse entfernt. Die Tri- 
chlorethylen enthaltende uiitere Schicht wird abge- 

5 trennt, die waBrige Phase mit 0,2 kg Kieselgur ver- 

setzt und die LSsung iiber Seitz AS-Filterplatten klar- 
filtriert. Die OrganrohlSsung enthSlt neben Kallikrein 
groBe Mengen an Trypsin und Chymo trypsin, die vor dem 
Auftrag auf eine BPTI-Derivat-SSule iiber DEAE-Cellulose 

10 entfernt werden miissen, Wie aus der Literatur bekannt, 
sind die Dissoziationskonstanten des Trypsin-BPTI- 
Komplexes kleiner als die des Kallikrein-BPTI-Kom- 
plexes, d.h. die AffinitSt von Trypsin zu BPTI ist 
grSBer als die von Kallikrein zu BPTI (M. Lazdunski, 

15 J. P. Vincent. H. Schweitz, M. Perron -Renner und J. 
Pudles/ Proteinase-Inhibitors , Bayer-Symposium V. 
(1974) 420-431) 

Vorreinigung des Organextraktes uber DEAE-Cellulose 
zur Abtrennung von Trypsin- und Chymotrypsin-Aktivi- 
20 tat: 

10 Ltr. Organextrakt werden durch Zugabe von entsalztem 
Wasser auf eine Leitf Shigkeit 4mS x cm"'' verdtinnt und 
der pH-Wert durch Zugabe von Natronlauge auf 7,0 ein- 
gestellt, Es werden 45 g vorgequollene DEAE-Cellulose 
25 (Cl-Form) zugefUgt, 60 Minuten geriihrt und abgefiltert 
Oder abgeschleudert . Ablosen mit je 3 x 1 Ltr. 0,05 M 
Phosphatpuffer pH 5,0 + 0,5 M NaCl 60 Min. Riihren bei 
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Raum temper a tur und Filtration liber Seitz AS-Filter. 
Der pH-Wert wird mit Natronlauge auf pH 7,0 einge- 
stellt. 

Der vorgereinigte Kallikrein-Extrakt wird bei einem 
^ pH-Wert von 6-8 mit dem BPTI-Derivat-TrSger in Kon- 

taJct gebracht. Fremdproteine werden bei gleichem 
pH-Wert aus dem BPTI-Derivat-TrSger ausgewaschen. 

Reines Kallikrein wird bei pH-Werten von 5-4,5 vora 
BPTI-Derivat-TrSger eluiert und sofort mit Ammoniak 
10 auf pH 6,0-6,5 eingestellt. 
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I. Belspiele zur Herstellung der BPTI-Derivate 
Beisplel 1 

Herstelliing vo inaktivem (1-arg-, 15, 26, 41, 46-Lys)- 
Pen ta -Hoc -BPTI 

5 6,51 g lyophilisierter BPTI (1 m Mol, 41,96 x 10^ KIE 
(Kallikrein-Inhibitor-Elnheiten) warden in 4 5 ml Dioxan- 
Wasser (2:1 volumetrisch) geiast und unter Eisktihlung 
mlt 10 ml 1 N NaOH und 1,2 g Di-tert . butyldicarbonat 
(5 m Mol) versetzt. Die L5sung wird 30 Minuten bei 
10 Raumtenperatur geriihrt und mit Dioxan-Wasser (2:1) auf 
200 ml aufgefiillt* 

Restaktivitat = 0,441 x 10^ KIE = 1,05 % der Ausgangs- 
aktivitat, 

Herstellung von inaktivem (1-arg-, 15, 26, 41, 46-Lys) 
15 Penta-boc-BPTI (3 ,50-B-Asp-1 ,6-diaminohexan, 7,49- -glu- 
1 ,6-diaminohexan-58-Ala-1 ,6-diaminohexan-) BPTI 

100 ml der obigen LSsung werden mit 1,16 g Hexamethylen- 
diamin (10 m Mol, eingestellt mit HCl auf pH 4,5) und 
2,4 g EDC (12,5 m Mol) 24 Std. bei Raumtenperatur 
20 pH 4,5 gertlhrt. 

Isolierung; 

Methode A: Adsorption des BPTI -Der ivates aus der wSSrigen 
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LOsung an 1,5 Liter Lewapol Ca 9255, Elution des BPTI- 
Derivates von dem Adsorptionsharz mit 2 Litem Methanol, 
Einengen der methanolischen LSsung am Rotationsver- 
dampfer mit anschlieBender Gefriertrockniing. 
Ausbeute = 3,049 g S 93,5 %. 

Methode B: Die obige LOsung wird gef riergetrocknet , 
der Rtlckstand in 50 ml 50 %iger EssigsMure gelOst, 
iind auf einer Sephodex G10 SSule (H = 90 cm, D = 2,5 cm) 
bei einem DurchfluB von 60 ml/h chroma tographiert. Die 
Fraktionen 19-24 = 60 ml werden gef riergetrocknet , 

Herstellung von 3 , 50-B-Asp-1 , 6-diaminohexan-7 , 49- -glu- 
1 ,6-diaminohexan-58-Ala-1 , 6-diaminohexan-BPTI 

Der Lyophilisierte RUckstand wird in 50 ml wasser- 
freier Trif luoressigsaure zur Abspaltung der Boc- 
Gruppe gelSst und viber Nacht bei Raumtemperatur ge- 
rvihrt. 

Nach Abdestillieren der Trif luoressigsSure wird der 
Ruckstand in 25 ml 50 %iger EssigsSure aufgenommen 
und auf einer Sephadex G 50 coarse-SSule (H = 70 cm, 
D = 2,5 cm) bei einem DurchfluB von 75 ml/h chromato- 
graphiert. Das Eluat wird fraktioniert aufgefangen und 
nach der Transmission bei 280 ram in 2 Fraktionen aufge- 
teilt, mit NH3 neutralisiert und gef riergetrocknet. 
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Abkxir zungen : BoC-Rest. = ^ -ter . -Buty loxycarbonyl-Rest 

EDC = N-Ethy 1-N ' - ( 3 -diitiethylaminopropyl ) - 

carbodiimid-hydrochlorid 
BPTI = Kallikrein-Trypsin-Inhibitor 

5 Polymer an tail: Praktionen 15-22 = 71 ml = 0,86 g 
Lyopulver = (26,4 % vom Einsatz) 

Monomeranteil: Praktionen 23-35 = 130 ml = 2,36 g 
Lyopulver = (72,5 % vom Einsatz) 

Charakterisierung des monomeren BPTI-Derivates in 
1 0 Tabelle 1 . 

Beispiel 2 

Herstellung von (3 , 50-B-Asp-2,4 . 6-Triaminopyrimidin-7 ,49- {T^ 
glu-2 ,4 ,6-triaminopyrimidin-58-Ala-2,4 ,6-triamino- 
pyridin)-BPTI 

1 5 Herstellung nach Beispiel 1 . 

Polymeranteil = 0,75 g = 23,3 % vom Einsatz 
Monomeranteil = 1,59 g = 49,0 % vom Einsatz 
Charakterisierung des monomeren BPTI-Derivates in 
Tabelle 1 . 

20 Beispiel 3 

Herstellung von (3 , 50-B-Asp-2 , 6-diaminotoluol-7 ,49- ^ - 
glu-2 ^ 6-diaminQtoluol-58-Ala-2 ,6-diaminotoluol) -BPTI 



Le A 21 150 



31355A1 
3^ 



Herstellung nach Beispiel 1 . 
Polymeranteil =0,18 g =5,4 % vom Einsatz 
Monomeranteil = 3,26 g. = 100 % vom Einsatz 
Charakterisierung des monomeren BPTI-Derlvates in 

5 Tabelle 1 . 
Beispiel 4 

Herstellung von (3 ,50-B-Asp-3 , 3 ' -diaminobenzidin- , 7, 
49- V-glu-3 ,3 ' -diaminobenzidin-58-Ala-3 , 3 ' -diamino- 
benzidin-) BPTI 

10 Herstellung nach Beispiel 1. 

Polymeranteil = 1,02 g = 33,3 % vom Einsatz 
Monomeranteil = 1 ,72 g - 52,5 % vom Einsatz 
Charakterisierung des monomeren BPTI-Derivates in 
Tabelle 1 . 

15 Beispiel 5 

Herstellung von (3 , 50-6-Asp-1 , 1 0-diaminodecan-7 , 49- 
glu-1 , 1 0-diaminodecan-58-Ala-1 , 1 0-diaminodecan) -BPTI 

Herstellung nach Beispiel 1 . 
polymeranteil = 0,40 g = 12,3 % vom Einsatz 
20 Monomeranteil = 11,0 g = 33,8 % vom Einsatz 

Charakterisierung des monomeren BPTI-Derivates in 
Tabelle 1 . 
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Beisplel 6 

Herstellung von (3 ,50-B-Asp-2 r3-diaminopyridin-7 , 49- tf^- 
glu-2 /3-diaininopyridin-58-Ala-2,3-dlaininopyridin) -BPTI 

Herstellung nach Beispiel 1 . 
5 Polymer an teil = 0,52 g = 16 % vom Einsatz 
Monomeranteil = 1,24 g = 38 % vom Einsatz 
Charakterisierung des monomeren BPTI-Derivates in 
Tabelle 1 . 

Beispiel 7 

10 Herstellung von (3 ,50-B-Asp-1 ,2-diaminoethyl-7,49- 
glu-1 r2-diaminoethyl-58-Ala-1 ,2-diaminoethyl) -BPTI 

Herstellung nach Beispiel 1 • 
Polymeranteil: 0,92 g = 28/3 % vom Einsatz 
Monomeranteil: 2,4 3 g = 74,6 % vom Einsatz 
15 Charakterisierung des monomeren BPTI-Derivates in 
Tabelle 1 . 

Beispiel 8 

Herstellung von (3 , 50-B-Asp-1 ,2-aminoethanol-7 ,49- 
glu-1 ,2-aminoethanol-58-Ala-1 ,2-aminoethanol) -BPTI 

20 Herstellung nach Beispiel 1 . 

Polymeranteil: 0,31 g = 9,5 % vom Einsatz 
Monomeranteil: 1 ,34 g = 41,2 % vom Einsatz 
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Charakterisierung des monomeren BPTI-Derivates in 
Tabelle 1 . 

Beispiel 9 

Herstellung von (3 , 50-fi-Asp--1 /4-diaminobutan-7 ,49- ^- 
glu-1 ,4-diaininobutan-58-Ala-1 ,4-diaininobutan) -BPTI 

Herstellung nach Beispiel 1 . ^ 
Polymeranteil: 0,33 g = 10,1 % vom Einsatz 
Monomeranteil: 1 ,09 g = 33,5 % vom Einsatz 
Charakterisieriing des monomeren BPTI-Derivates in 
Tabelle 1 . 

Beispiel 10 

Herstellung von { 3 , 50 -B -Asp-te tr ae thy lenpentamin- 7,49- 

-glu-tetraethylenpentamin-58-Ala-tetraethylenpentamin) - 

BPTX 

Herstellung nach Beispiel 1 . 
Polymeranteil: 0,14 g = 4,3 % vom Einsatz 
Monomeranteil: 1,33 g = 41 % vom Einsatz 
Charakterisierung des monomeren BPTI-Der.ivates in 
Tabelle 1 

Beispiel ,1 1 

Herstellung von (3 , 50-6-Asp-trimethylhexamethylen-diamin- 
, ,49 Y^-glu-trimethylhexamethylendiamin-58-Ala-trimethyl- 
hexamethylendiamin-BPTI 



Le A 21 150 



' 29- - 



Herstellung nach Belspiel 1 . . 
Polymeranteil: 0,10 g = 3,1 % vom Einsatz 
Monomeranteil: 0,86 g = 26,4 % vom Einsatz 
Charakterisierting des monomeren BPTI-Derivates in 
5 Tabelle 1 . 

Beispiel 12 

Herstelltmg von (1 5,26 ,41 ,46-homoarginin, 3,50-6-Asp- 

I , 4-diaminobutan, 7,49-1 ,4-diaminobutan-58-Ala-1 ,4- 
diaminobutan) -BPTI 

10 BPTI wird nach der Vorschrift von B. Kassell und 
R. B. Chow, Biochemistry 5 (1960), 3441-3453, J. 
Chavet und R. Acher, Arch. Biochem. Biophys. Res. 
Conuniin. 27, (1967), 230-235, guanidiert. 

Die Dmsetzung des guanidierten BPTI mit 1 ,4-Diamino- 
15 butan in Gegenwart von EDC erfolgt wie in Beispiel 1 
angegeben. 

II. Bindung der BPTI-Derivate an polymere Tragermaterialien 
Beispiel 13 

Kovalente Bindung des BPTI-Derivates nach Beispiel 1 
20 an mit Epichlorhydrin-aktivierte Sepharose 4 B 

200 ml gequollene Sepharose 4 B^^^ oder Sepharose CI 6 B^^^ 
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(Pharmacia AB, Oppsalla, Schweden) werden Uber eine 
Fritte abgesaugt, in 160 ml 1 N NaOH suspendiert and 
2 Stunden mit 20 ml Epichlorhydrin bei genau * 60 C 
aktiviert. Die aktivierte Sepharose wird abgesaugt, auf 
der Pritte 2 mal mit je 1 Liter Wasser gewaschen,. in 
200 ml 0,1 N NaOH suspendiert und 1,45 g lyophili- 
sierter, inaktiver (i-arg-l5 ,26 ,41-46-Lys) -penta-boc- 
(3 50-B-Asp-l ,6-diaminohexan-7,49- -glu-1 , 6-diamxno- 
hexan-58-Ala-1,6-diaminohexan)-BPTI zugefUgt. Die 
suspension wird 24. Stunden bei Raumtemperatur geruhrt 
uber eine Fritte filtriert; der Rtickstand wird 2 mal 
lait je 1 Liter Wasser, 2 x 1 Liter 10 %iger NaCl- 
L5sung und wieder mit 2 x 1 Liter Wasser gewaschen. 

Die BPTI-Sepharose 4 B wird Uber Nacht zur Abspaltung 
der Boc-Schutzgruppe bei Raumtemperatur in 0 , 1 K HCl ge- 
rtihrt. 

Eingesetzte BPTI-Derivat-AktivitSt : 5,39 x 10^ KIE- 

analoge Einheiten, , v.«^^-or, 

Aktivitat im Filtrat = 2,12 x 10^ KIE-analoge Einheiten 

(nach Einstellung auf pH < 1 mit HCl) 

Aktivitat der (3,50-B-Asp-1,6-diaminohexan, 7,49- 
glu-1 ,6-diaminohexan-58-Ala-1 ,6-diaminohexan) -BPTI- 
Sepharose 4 B =3,27 X 10^ KIE-analoge Einheiten/ 
200 ml BPTI-Derivat-Sepharose 4 B. 

lyophilisierten BPTI-Derivat kann a"-h 



Alternativ zum 



die nach Beispiel 1 hergestellte BPTI-Derivat-Losung 
ohne Isolierung des BPTI-Derivates in lyophilisierter 
Form zur Bindung an die aktivierte Sepharose 4 B. ^inge- 
setz-t werden. 

5 Beispiel 14 

Kovalente Bindung des BPTI-Derivates nach Beispiel 2 
an mit Epichlorhydrin-aktivierte Sepharose 4 B 

Die Ausfiihriing der Bindung des BPTI-Derivates erfolgt 
analog Beispiel 13. 

10 Beispiel 15 

Kovalente Bindung des BPTX-Derivates nach Beispiel 5 
an mit Epichlorhydrin-aktivierte Sepharose 4 B 

Die Ausfdhrung der Bindung des BPTI-Derivates erfolgt 
analog Beispiel 13. 

1 5 Beispiel 16 

Kovalente Bindung des BPTI-Derivates nach Beispiel 7 
an mit Epichlorhydrin-aktivierter Sepharose 4 B 

Die Ausfflhrung der Bindiing des BPTI-Derivates erfolgt 
analog Beispiel 15. 
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Einsatz BPTI-Derivat = 5,66 x 10 KiE-analoge Einheiten. 

g 

Aktivitat in Filtrat = 2,4 5 x 10 KIE-analoge Einheiten 
(nach Einstellung auf pH ^1 mit HCl) . 

Aktivitat der (3 , 50-6-Asp-1 , 2-diaminoethan- , 7,49- - 
glu-1 ,2-diaminoethan-58-Ala-1 , 2-diaminoethan-) -BPTI- 
Sepharose 4 B = 3,21 x 10^ KIE-analoge Einheiten/200 ml 
BPTI-Derivat-Sepharose 4 B. 

Beispiel 17 

Kovalente Bindung des BPTI-Derivates nach Beispiel 8 
an mit Epichlorhydrin-aktivierter Sepharose 4 B 

Die Ausfuhriing der Bindung des BPTI-Derivates erfolgt 
analog Beispiel 13. 

Beispiel 18 

Kovalente Bindung des BPTI-Derivates nach Beispiel 1 
an mit Cyanurchlorid-aktiverter Sepharose 4 B 

200 ml sedimentierte Sepharose 4 B wird 6 0 Minuten 

in einer Mischung aus 100 ml destilliertem Wasser \ind 

200 ml Dioxan bei pH 5,0 - 7,0 mit 10 g Cyanurchlorid 

(R) 

aktiviert. Die aktivierte Sepharose 4 B ' ' wird ab- 
gesaugt, auf der Nutsche mit Dioxan und destilliertem 
Wasser gewaschen und als Suspension bei pH 7,0 - 8,0 
unter ^iusat von 1,5 g BPTI-Derivat nach Beispiel 1 
16 Stunden bei Raumtemperatur gekuppelt. Der fertige 
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BPTI-Derivat— Trager wird abgesaugt, auf der Nutsche mehr- 
fach mit de still iertem Wasser, 10 %iger NaCl-Losung und 
wieder Wasser gewaschen. 

Das Filtrat enthSlt 1,67 x 10^ KIE-analoge-Einheiterx. 

5 Belsplel 19 

Adsorptive Bindung des BPTX-Derivates nach Beispiel 1 
an CM-Sepharose CI 6 B mit cuischlie Bender Querver- 
netzung durch Glutardialdehyd 

(R) 

200 ml CM-Sepharose Cl 6 B ^ ' (Pharmacia AB, Qppsala/ 
10 Schweden) Na^-Form werden zusammen mit 1/45 g lyophili- 
s iertem, inaktivem ( 1 -arg~, 1 5 , 26 , 4 1 ^ 4 6-lys) penta-boc- 



Die Ausfilhriing der Bindung des BPTI-Derivates erfolgt 
analog Beispiel 13, 

Beispiel 18 

Kovalente Bindung des BPTI-Derivates nach Beispiel 1 
an mit Cyanurchlorid-aktiverter Sepharose 4 B 

200 ml sedimentierte Sepharose 4 B wird 60 Minuten 

in einer Mischung aus 100 ml destilliertem Wasser und 
209 ml Dioxan bei pH 5>0 - 7,0 mit 10 g Cyanurchlorid 
aktiviert. Die aktivierte . Sepharose 4 B wird ab- 

gesaugt, auf der Nutsche mit Dioxan und destilliertem 
Wasser gewaschen und als Suspension bei pH 7,0 - 8,0 
unter «^sat von 1,5 g BPTI-Derivat nach Beispiel 1 
16 Stunden bei Raumtemperatur gekuppelt^ Der fertige 
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Aktivitat in Filtrat: < 12.500 KIE-analoge Einheiten 
S 0,2 % (nach Einstellung auf pH-^l mit HCl) . 

Belspiel 20 

Adsorptive Bindung des BPTI-Derivates nach Beispiel 7 
an CM-Sepharose CL 6 B mit anschlieflender Querver- 
netzung durch Glutardialdehyd 

Die Adsorption und Quervernetzung des BPTI-Derivates 
erfolgt wie in Beispiel 21 angegeben, 

Eingesetzt werden 1 ,45 g lyophllisierter , inaktiver 
( 1-arg-, 15, 26,41 ,46-Lys) penta-boc- (3 ,50-B-Asp-1 ,2- 
diaminoethyl-7,49- ^-glu-l , 2-diaminoethyl-58-Ala- 
1 ,2-diaminoethyl)-BPTIj der wie in Beispiel 19 quanti- 
tatlv an CM-Sepharose CL 6 B gebunden wird. 

Aktivitat im Filtrat: < 12.500 KIE-analoge Einheiten 
(nach Einstellung auf pH < 1 mit HCl) . 

Ill, Einsatz der BPTI-Derivat-Trager zur Gewinnung der 
reinen proteolytischen Enzyme Chymotrypsin, Kallikrein 
und Trypsin nach dem Prinzip der Af f initatschromato- 
graphie 

Beispiel 21 

Gewinnung von Chymotrypsin mit BPTI-Derivat-Sepharose 
nach Beispiei 13 
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180 ml BPTI-Derlvat-Sepharose 4 hergestellt nach 
Beispiel 15, werden In 0,1 H Natriumacetatpuf f er + 0,6 M 
NaCl + 0,05 M CaClj PH 5,0 suspendiert und in eine SSule 
mit den Abmessungen HOhe ='6,2 cm, Breite = 6,1 cm ein- 
gefiillt. 

1 g partiell gerelnigtes Chymotrypsin aus Rinderpankreas 
(155 ATEE Einheiten/g) wird in 40 ml des vorher genannten 
Puffers gelost und mit einer Geschwindigkeit von 250 ml/ 
Std. auf die BPTI-Derivat-Sepharose 4 B-Saule aufge- 
tragen . 

Nicht adsorbierte Verunreinigungen werden mit 0,1 M 
Natriumacetatpuf fer + 0,6 M NaCl + 0,05 M CaCl pH 5,0 
vom saulenmaterial eluiert, bis die Extinktion bei 
280 nm den Ausgangswert erreicht hat. 

Reines Chymotrypsin wird yon der BPTI-Derivat-Sepharose 
4 B-saule mit 0,1 N HCl eluiert und kannnach Dialyse 
gegen destilliertes Wasser als lyophilisiertes Protein 
erhalten werden. 

Das Ergebnis der Kapazitatsbestimmung gibt Tabelle 2 
wieder . 

Beispiel 22 

Gewinnung von Chymotrypsin mit BPTI-Derivat-Sepharose 
nach Beispiel 16 
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Die Durchfiihrung erfolgt analog Beispiel 21 . Das Er- 
gebnis der Kapazitotsbestinunung gibt Tabelle 2 wieder. 

Beispiel 23 

Gewinnung von Kallikrein mit BPTI-Derivat-Sepharose 
nach Beispiel 13 

3 g partiell gereinigtes Trypsin-f reies Kallikrein aus 
Schweinepankreas (32,4 Kallikrein (KE) -Einheiten/mg) 
werden in 210 ml 0,1 M Phosphatpuf f er pH 7,0 gelttst 
und mit einer Geschwindigkeit von 300 ml/Stunde auf 
die BPTI-Derivat-saule aufgetragen (H5he ='4,5 cm, 
Durchmesser = 3,8 cm). Verunreinigungen werden mit 
0,05 M Phosphatpuf fer + 0,5 M NaCl pH 7,0 und 0,2 M 
Natriumacetat pH 6,0 solange ausgewaschen , bis die 
Extinktion bei 280 nm wieden den Ausgangswert erreicht. 

Kallikrein-Aktivitat wird von der BPTI-Derivat-Sepharose 

4 B-Saule mit 0,3 M Natriumacetatpuf f er pH 4,4 eluiert 
und sofort mit konzentrierter Ammoniak-Losung auf pH 
6,0 eingestellt. Durch Dialyse und Gef riertrocknung 
kann reines Kallikrein gewonnen werden- Das Ergebnis 
der Kapazitatsbestimmung gibt Tabelle 2 wieder. 

Beispiel 24 

Gewinnung von Kallikrein mit BPTI-Derivat-Sepharose 
nach Beispiel 14 
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Die Aufarbeitung von partiell gereinigtem Kallikrein zu 
Rein-Kallikrein erfolgt wie im Beispiel 23 angegeben. 
Das Ergebnls der Kapazl-k^tsbestlmmung gibt Tabelle 2 
wieder • 

5 Beispiel 25 

Gewinniing von Kallikrein mit BPTI-Derivat-Sepharose 
nach Beispiel 15 

Die Aufarbeitung von partiell gereinigtem Kallikrein" 
zu Rein-Kallikrein erfolgt wie im Beispiel 23 angegeben. 
10 Das Ergebnis der KapazitStsbestimmung gibt Tabelle 2 
wieder - 

Beispiel 26 

Gewinnung von Kallikrein mit BPTI-Derivat-Sepharose 
nach Beispiel 16 

15 Die Aufarbeitung von partiell gereinigtem Kallikrein zu 
Rein-Kallikrein erfolgt wie im Beispiel 23 angegeben. 
Das Ergebnis der Kapazitatsbestimmung gibt Tabelle 2 
wieder . 

Beispiel 2 7 

20 Gewinnung von Kallikrein mit BPTI-Derivat-Sepharose nach 
Beispiel 17 
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Die Aufarbeitung von partiell gereinigtem Kallikrein zu 
Rein-Kallikrein erfolgt wie im Beispiel 23 angegeben. 
Das Ergebnis der Kapazitatsbestinunung gibt Tabelle 2 
wieder . 

Belspiel 28 

Gewinnung von Trypsin mit BPTI-Derivat-Sepharose nach 
Beispiel 15 

172 ml BPTI-Derivat-Sepharose 4 B nach Beispiel 15 
werden in 0,1 M Natriumacetatpuf f er + 0,6 M NaCl + 
0,05 M CaCl, PH 5,0 suspendiert und in eine SSule mit 
den Abmessungen H5he =5,7 cm und Durchmesser = 6,2 cm 
gefvillt. 

2,5 g partiell gereinigtes Trypsin aus Schweinepankreas 
(20 FIP-Einheiten/mg) werden in ca. 50 ml des obenge- 

15 nannten Puffers gelttst mit einer Geschwindigkeit von 
300 ml/Std- auf die BPTI-Derivat-Sepharose 4 B-Skule 
aufgetragen. Verunreinigungen werden mit 0,1 M Natrium- 
acetatpuf fer + 0,6 M NaCl + 0,05 M CaCl2 pH 5,0 so- 
lange ausgewaschen , bis die Extinktion bei 280 nm wieder 

20 den Ausgangswert erreicht hat. 

Trypsin-Aktivitat wird von der BPTI-Derivat-Sepharose 
4 B-saule mit 0,1 N HCl eluiert. 

Durch Dialyse und Gefriertrocknung kann reines Trypsin 

gewonnen werden. 
25 Das Ergebnis der Kapazitatsbestimmung gibt Tabelle 2 

wieder . 
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Belspiel 29 

Gewinnung von Trypsin mit BPTI-Derivat-Sepharose nach 
Beispiel 14 

Die Aufarbeitung von partiell gereinigtem Trypsin zu 
^ reinem Trypsin erf olgt nach Beispiel 28 . 

Das Ergebnis der Kapazitatsbestiiranung gibt Tabelle 2 
wieder • 

Beispiel 30 

Gewinnung von Trypsin mit BPTI-Derivat-Sepharose nach 
10 Beispiel 15 

Die Aufarbeitung von partiell gereinigtem. Trypsin zu 
reinem Trypsin erf olgt nach Beispiel 28. 
Das Ergebnis der Kapazitatsbestimmung gibt. Tabelle 2 
wieder • 

15 Beispiel 31 

Gewinnung von Trypsin mit BPTI-Derivat-Sepharose. nach 
Beispiel 16 

Die Aufarbeitung von partiell gereinigtem Trypsin zu 
reinem Trypsin erfolgt nach Beispiel 28. 
20 Das Ergebnis der KapazitStsbestimmung gibt Tabelle 2 
wieder . 
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Belspiel 32 

Gewinnung von Trypsin mit BPTI-.Derivat-Sepharose nach 
Beispiel 17 

Die Aufarbeitung von partiell gereinigtem Trypsin zu 
5 reinem Trypsin erfolgt nach Beispiel 28. 

Das Ergebnis der Kapazitatsbestimmung gibt Tabelle 2 

wieder . 
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c=T in H^O 

Trypsin-Henunung in KIE-analogen Einheiten/mg 
Chymotrypsin-Hemmung in KIE-analogen Einheiten/mg 
Kallikrein-Hemmung in KIE-analogen Einheiten/mg 
Nitratasche 

Elektrophoretische Beweglichkeit in der Cellogel- 
elektrophorese in Pyridinacetatpuf f er pH 6,05 
bezogen auf BPTI =1,0 
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